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RESUMO

MOUTINHO, Brenda Leite. Atividade antimicrobiana de derivados de chalcona sobre
fitopatogenos do género Xanthomonas Ssp. S&o Cristévdo: UFS, 2021. 32p. (Dissertacao —
Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

Devido a facilidade de manipulacdo aliada as diversas atividades biologicas relacionadas a
chalcona, essa molécula caracteriza-se como uma fonte para desenvolvimento de defensivos
quimicos menos toxicos, de baixo custo e eficientes contra varios tipos de doenga. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de derivados de chalcona sobre
cinco espécies fitopatogénicas do género Xanthomonas. Foram realizados testes de atividade
antibacteriana e antibiofilme, além da avaliacdo do efeito do derivado de chalcona na
membrana celular utilizando lodeto de Propidio. Dentre os 16 derivados testados, o C6((E)-1-
fenil-3-a naftilprop-2-en-1-ona) apresentou 100% de inibicdo do crescimento da
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) na concentracdo de 2000ug/mL, sendo essa a
concentracdo minima inibitoria (CIM). Inibicdo abaixo de 40 % na inibicdo da formacdo do
biofilme foi observada para todas as moléculas testadas. Também foi possivel observar o
aumento da florescéncia do lodeto de Propidio (IP), diretamente proporcional ao tempo de
exposicdo e concentracdo do tratamento com derivado C6, sendo que cerca de 100% das
celulas ndo estdo saudaveis na concentragdo de 2xCIM (4000pg/mL) em 24h de incubag&o.
Esse desempenho pode ser atribuido aos danos na membrana citoplasmatica. Conclui-se que
entre os 16 derivados de chalcona testados, o derivado de chalcona C6 apresentou melhor
atividade antimicrobiana para trés das cinco espécies testadas, enquanto que o derivado C16
apresentou melhor atividade antimicrobiana para as outras duas. Somente o derivado C6
apresentou 100% de eficiéncia na inibicdo do crescimento da Xcc na concentracao
2000pg/mL.

Palavras-chave: bichalcona, biofilme, Xanthomonas campestris pv. campestris, integridade
da membrana.

* Comité Orientador: Dr2 Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientadora).



ABSTRACT

MOUTINHO, Brenda Leite. Antimicrobial Activity of Chalcona Derivatives on
Phytopathogens of the Genus Xanthomonas ssp. Sdo Cristovao: UFS, 2021. 32p. (Thesis -
Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Chalcone is a molecule that is considered a source for developing of less toxic, low cost and
efficient chemical pesticides against various types of disease because it has easy manipulation
and various biological activities already related. The present study aimed to evaluate the
antimicrobial activity of chalcone and its derivatives on five phytopathogenic species of the
genus Xanthomonas. Antibacterial and antibiofilm activity was evaluated, and the effect of
the chalcone derivative on the cell membrane was evaluated using Propidium lodide. Among
the 16 derivatives tested, C6 ((E)-1-phenyl-3-a naphthylprop-2-en-1-one) showed 100%
growth inhibition of Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) at a 2000ug/mL
concentration, the minimum inhibitory concentration (MIC). Inhibition of biofilm formation
was below 40% for all tested molecules. It was also possible to observe the increase in
Propidium lodide (PI) fluorescence, directly proportional to the exposure time and
concentration of the treatment with C6 derivative, with about 100% of the cells with the
damaged cell membrane at the concentration of 2xMIC (4000ug/mL) in 24 hours of
incubation. In conclusion, among the 16 chalcone derivatives tested, the C6 chalcone
derivative showed better antimicrobial activity for three of the five species tested, while the
C16 derivative showed better antimicrobial activity for the other two. The C6 derivative
showed 100% growth-inhibiting of Xcc at a concentration of 2000ug/mL.

Key-words: bichalcona, biofilm, Xanthomonas campestris pv. campestris, membrane
integrity.

*  Supervising Committee Dr®  Roberta Pereira Miranda Fernandes - UFS  (Advisor)



1. INTRODUCAO GERAL

As Xanthomonas sdo proteobactérias gran-negativas que pertencem ao género
Xanthomonas e provocam doengas em uma ampla variedade de plantas, incluindo: tomate,
couve, citrus, arroz, mandioca, ameixa, péssego, cana-de-acucar, milho, maracuja, dentre
outras. O estudo dessas proteobactérias se faz necessario visto que tais plantas sdo de grande
importancia comercial. Cada espécie de Xanthomonas € tipicamente restrita a uma ou poucas
espécies de plantas hospedeiras, geralmente da mesma familia botanica. Apesar de serem
relevantes, muitas dessas doencas sdo negligenciadas, pois ndo acometem culturas téo
significantes para industria como as doencgas de soja, por exemplo.

A infecgdo fitobacteriana por Xanthomonas ssp. ocorre através do contato entre uma
superficie biodtica ou abiotica contaminada com esse fitopatdgeno e a superficie da planta
hospedeira. Geralmente, esse tipo de bactéria se encontra envolvida por uma matriz aquosa
formada principalmente por polissacarideos, que as protegem contra dissecacdo e agentes
antibacterianos, denominada biofilme. Caso a superficie contaminada da planta apresente
aberturas, como rachaduras ou estbmatos, a bactéria é liberada em sua forma movel,
infectando assim a planta hospedeira. Uma vez no interior da planta, a bactéria se reproduz e
aglutina para formar novamente o biofilme (SENA-VELEZ, 2014). Esse processo causa
obstrugé@o dos vasos condutores e provoca 0s sintomas comuns a essas doengas, como clorose
e necrose foliar (MORRONI et al., 2013).

Os produtos usados para tratamento e controle das doencas causadas por diferentes
espécies de Xanthomonas consistem em formulacdes a base de cobre e/ou antibidticos.
Frequentemente estes produtos sdo aplicados inadequadamente, o que pode deixar residuos
nos alimentos e produzir microrganismos resistentes (AGROFIT, 2019).

Segundo dados do relatério Nacional de Vigilancia em Salude de Populagdo Exposta a
Agrotoxicos, do Ministério da Salde, cerca de 84.206 casos de intoxicacao por agrotoxicos
foram registrados entre 2007 e 2015 (BRASIL, 2018). Sendo assim, se faz necessario buscar
produtos naturais, menos nocivos e especificos para o controle de microrganismos, tais quais
as Xanthomonas, como alternativa em substituicdo aos métodos quimicos atualmente
utilizados.

Atualmente ja existem diversas alternativas de produtos naturais registrados no Brasil
que estdo disponiveis no mercado e que sdo utilizados no controle de diferentes
microrganismos, de acordo com dados da ABCBIO (Associacdo Brasileira das Empresas de
Controle Bioldgico). Entretanto, nenhum apresenta formulacdes especificas para controle da
formacdo biofilme, que é parte importante do ciclo das doencas causadas por Xanthomonas
ssp.

Estudos recentes revelam a eficacia do uso de chalconas na reducdo da formacédo do
biofilme (SINGH et al.,, 2017), além de atividade antimalaria, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antiprotozoaria, anti-HIV e antioxidante (SINGH et al., 2014). As chalconas sdo
compostos naturais derivados de planta, de cadeia aberta (1,3-diaril-2-propen-1-ona) com
grupo carbonil a, B-insaturado, com crescente relevancia académica devido a sua abundancia
na natureza e simplicidade quimica, o que permite a producdo de derivados complexos em
laboratorio (XU et al., 2019). Também podemos pontuar o potencial bioativo das bis-
chalconas, ja que estas compartilham de caracteristicas semelhantes as chalconas, incluindo
atividade bioldgica (atividade antimalaria, antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante),
método de producdo artificial (método de condensacdo de Claisen-Schmidt) e manipulacéo
em laboratorio. Podem-se observar diversas pesquisas sobre 1,4-bis-chalcones e alguns
estudos sobre 1,3-bis-chalcones envolvendo micro-organismos (TUTAR et al., 2018).

Portanto, devido a escassez de produtos naturais destinados ao controle de infec¢cdes
causadas por organismos do género Xhantomonas, a importancia da atuacdo da droga em
diversos estagios de contaminacao/infeccdo de doencas fitopatogénicas e a facilidade de
producdo e manipulacdo de derivados de chalcona, como também suas diversas atividades
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bioldgicas, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e
antibiofilme de derivados de chalcona sobre cinco espécies fitopatogénicas do género
Xanthomonas. Para isso foram feitos testes in vitro com 16 derivados de chalconas
sintetizados em laboratdrio, a fim de determinar o derivado com melhor desempenho nos
testes de atividade antibacteriana para cinco cepas do Xhantomonas ssp.



2. REVISAO DE LITERATURA

Segundo pesquisa realizada pela Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentagéo
e a Agricultura (FAO), o Brasil perdeu ou desperdicou em apenas um ano (2013), 26,3
milhdes de toneladas de alimento, dos quais 10% ocorreram na época de colheita e 30%
durante o transporte e armazenamento da producdo, devido a ocorréncia de pragas e doencas,
causadas principalmente por fungos e bactérias que podem resultar na destruicdo total ou
parcial da planta e/ou 6rgdo comercializavel (GARCIA, 2019). Dentre essas doencas, pode-se
destacar o cancro, antracinose, fusariose ou murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans), mildio (Peronospora parasitica), mancha de alternaria (Alternaria brassicae;
A. bassicicola; A. raphani), podridao negra, podriddo mole, entre outras. A mancha-bacteriana
e a podriddo negra sdo doencas causadas por bactérias do género Xanthomonas ssp.
(TIMILSINA et al., 2020).

O género Xanthomonas representa um grande grupo de patdgenos bacterianos gram-
negativos que podem causar doencas em mais de 300 plantas tanto monocotiledéneas como
dicotiledéneas (HAYWARD, 2011). Caules, galhos e folhas, assim como o0s 6rgdos
reprodutores como flores, brotos, frutos e sementes, podem ser colonizados por Xanthomonas
ssp. (SHARMA; GAUTAM; WADHAWAN, 2014). Os sintomas dessas doencas podem
incluir manchas, apodrecimento, hipertrofia, hiperplasia, cancros e até a morte foliar. A
podriddo negra apresenta sintomas caracteristicos, como o aparecimento de lesdes cloroticas
em forma de “V”, iniciando-se nas margens das folhas e progredindo para o centro a medida
que coloniza o tecido vascular, geralmente resultando em necrose das folhas (MORRRONI et
al., 2013).

Apesar de cada espécie Xanthomonas ssp. ser tipicamente restrita a uma ou poucas
plantas, geralmente da mesma familia boténica, o género Xanthomonas engloba bactérias que
infectam uma ampla variedade de plantas hospedeiras. Por exemplo: a espécie Xanthomonas
oryzae que abrange dois patovares, oryzae (Xoo0) e oryzicola (Xoc), ambos infectam arroz e
sdo agentes etioldgicos da mancha bacteriana e estria foliar bacteriana, respectivamente. Essas
duas patologias podem ser consideradas as mais importantes e, consequentemente, as mais
estudadas do arroz pelo mundo devido a depreciacdo da producdo (JI et al., 2018). Um dos
poucos patovares que apresenta uma ampla gama de hospedeiros é a espécie Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc). A bactéria causadora da podridao negra tem como principal
hospedeiro as cruciferas, grande grupo de plantas que abrange diversas espécies cultivadas
para consumo ao redor do mundo, pertencente a familia Brassicaceae (SINGH et al., 2018).

E possivel ressaltar outros grandes problemas em decorréncia da proliferacio de
doencas causadas por esse fitopatdgeno: a espécie Xanthomonas campestris pv. vasculorum
(Dye 1978), agente etioldgico da estria foliar bacteriana em cana-de-agUcar. Acredita-se que
essa cepa tenha sido a causa de muitas perdas de milho desde que a doenca foi descrita pela
primeira vez nos Estados Unidos da América (EUA) em 2014. Entretanto, com o surgimento
de novos métodos de identificacdo, com analises filogenéticas e moleculares, foi possivel
diferenciar e reagrupar o micro-organismo anteriormente descrito e atribuiu-se o problema
dos EUA a Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (LANG et al., 2017). Ainda podemos
exemplificar a espécie Xanthomonas citri ssp. Citri, agente etioldgico do cancro citrico. Ha
muito tem sido uma preocupagdo para culturas de citrus, como laranja, devido a
desvalorizacéo e descarte do fruto devido as lesGes situadas na casca. Seu primeiro registro foi
no sudeste norte-americano em 1914, mas essa doenca caracteriza um problema global
(FERENCE et al., 2018).

Tdao importante quanto reconhecer 0s sintomas e hospedeiros das Xanthomonas ssp., é
compreender como a doenca se espalha e instaura na planta. Inicialmente as formas livres
nadantes das xantomonas, presentes no solo ou transmitidas pelo vento e chuva, entram em
contato com a superficie das plantas. Nesse momento, as células se prendem e formam uma
camada protetora, composta principalmente por polissacarideos, denominada biofilme. Essa
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camada permite a replicacdo das células e protecdo contra intemperismos do ambiente. Em
seguida, as células sdo liberadas do biofilme e colonizam a planta pelos hidatddios ou
possiveis lesdes. Uma vez dentro da planta, novamente é formado o biofilme, dessa vez para
multiplicacdo celular com protecdo das defesas da hospedeira. Outras bactérias também
possuem dindmica semelhante e produzem biofilme durante infeccdo de seus hospedeiros,
como Erwinia amylovora e Xylella fastidiosa (CASTIBLANCO; SUNDIN, 2016). Tendo em
vista a relevancia do biofilme para o fitopatdgeno, é importante o controle da formacéo dessa
estrutura, tanto quanto o controle do desenvolvimento do microrganismo em si.

Diversas medidas sdo empregadas para evitar doencas causadas por xantomonas:
emprego de mudas e sementes sadias, rotacdo de cultura, eliminacdo das partes/plantas
contaminadas (QUEZADO-DURVAL et al., 2010). Outra medida comum adotada para
controlar essas doencas é a aplicacdo de caldas a base de cobre e antibidticos como
estreptomicina e oxitetraciclina. Entretanto o uso exacerbado provoca acumulo desse metal
nos alimentos e no solo, prejudicando a satde das plantas e dos seres que se alimentam delas,
além de produzir cepas resistentes e antibioticos ineficientes (QUEZADO-DUVAL et al.,
2003).

Como alternativa a esse cenério, tem sido estudadas formas de controle menos nocivas
e mais eficientes, com utilizacdo de compostos naturais derivados de plantas, fungos e
bactérias. No Brasil, ja& existem diversas alternativas de produtos naturais disponiveis no
mercado e que sdo utilizados no controle de diferentes microrganismos, entretanto nenhuma
com indicagéo para controle da producédo de biofilme (ABCBIO, 2019). Um composto natural
derivado de plantas que tem sido amplamente estudado nos dltimos tempos, com acdo
comprovada no biofilme (SINGH et al., 2017), € o grupo das chalconas.

As chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-ona) sao flavonoides de cadeia aberta com grupo
carbonil o, B-insaturado (Figura 1), com relevancia académica devido a sua abundéncia na
natureza e simplicidade quimica, o que permite a producdo de derivados complexos em
laboratério (XU et al., 2019).

Figura 1. Estrutura fundamental de chalcona.

Na natureza, as chalconas sdo produzidas pela enzima chalcona sintase em plantas
superiores, principalmente pelas familias Asteraceae, Moraceae, Fabaceae e Aristolochiaceae
(DIAZ-TIELAS et al., 2016). Também é possivel produzir chalconas sintéticas pelo método
de condensacgdo de Claisen-Schmidt (CALVINO et al., 2006). Esse método consiste em uma
condensacdo alddlica cruzada utilizando cetonas aromaticas como reagentes para produzir
aldeidos aromaticos. Geralmente sdo utilizados catalisadores homogéneos especificos que
facilitam a separacdo e putificacdo no final da reacdo e obtencdo das chalconas (WINTER,
2016).

As chalconas possuem diversas atividades biolégicas comprovadas, como atividade
bactericida, antifingica, anti-helmintica, inseticida, antialimentadora de insetos, antiviral,
fitotdxica, entre outras, que variam conforme a composi¢do e conformacdo da molécula. Além
dos diversos tipos presentes na natureza, ainda ndo estudados, € possivel confeccionar
chalconas sintéticas para determinado patogeno-alvo (DIAZ-TIELAS et al., 2016).
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Outros compostos com potencial bioativo, que surgiram a partir das chalconas, séo as
bis-chalconas. Esses compostos geralmente ndo séo encontrados na natureza, porém podem
ser sintetizados e apresentam atividade biol6gica como seus precursores e também tem atraido
a atencdo da comunidade académica (TUTAR et al., 2018). Dentre as atividades, podemos
destacar as acOes antimalaria, anti-inflamatoria, antibidtica e antifungicida, assim como nas
chalconas. A sintese das bis-chalconas também ocorre via condensacdo de Claisen-Schmidt,
na qual sdo selecionados compostos que apresentam um nulcleo aromatico que permite a
condensacdo alddlica, como diacetilbenzeno (Figura 2) ou tereftaldeido (Figura 3).
(DOROTEIO, 2016).

)

Rt s
O
(@)
Figura 2. Estrutura do tereftaldeido. Figura 3. Estrutura do diacetilbenzeno.
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Periddico submetido: Chemistry & Biodiversity

Devido a facilidade de manipulacdo aliada as diversas atividades bioldgicas relacionadas a
chalcona, essa molécula caracteriza-se como uma fonte para desenvolvimento de defensivos
quimicos menos toxicos, de baixo custo e eficientes contra varios tipos de doenga. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de derivados de chalcona sobre
cinco espécies fitopatogénicas do género Xanthomonas. Foram realizados testes de atividade
antibacteriana e antibiofilme, além da avaliacdo do efeito do derivado de chalcona na
membrana celular utilizando lodeto de Propidio. Dentre os 16 derivados testados, o C6((E)-1-
fenil-3-a naftilprop-2-en-1-ona) apresentou 100% de inibicdo do crescimento da
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) na concentragdo de 2000ug/mL, sendo essa a
concentracdo minima inibitoria (CIM). Inibicdo abaixo de 40 % na inibicdo da formacédo do
biofilme foi observada para todas as moléculas testadas. Também foi possivel observar o
aumento da florescéncia do lodeto de Propidio (IP), diretamente proporcional ao tempo de
exposicdo e concentracdo do tratamento com derivado C6, sendo que cerca de 100% das
células ndo estdo saudaveis na concentracdo de 2xCIM (4000ug/mL) em 24h de incubacéo.
Esse desempenho pode ser atribuido aos danos na membrana citoplasmética. Conclui-se que
entre 0s 16 derivados de chalcona testados, o derivado de chalcona C6 apresentou melhor
atividade antimicrobiana para trés das cinco espécies testadas, enquanto que o derivado C16
apresentou melhor atividade antimicrobiana para as outras duas. Somente o derivado C6
apresentou 100% de eficiéncia na inibicdo do crescimento da Xcc na concentracao
2000ug/mL.

Palavras-chaves: bis-chalcona, biofilme, Xanthomonas campestris pv. campestris,
integridade da membrana.
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4.1. Introducéo

O género Xanthomonas &€ composto por bactérias fitopatogénicas gram-negativas que
podem causar grandes perdas agroecondmicas, por exemplo, a bactéria Xanthomonas
campestris pv. musacearum, causadora da murcha da banana na Africa Central'™). As doencas
causadas por esses microrganismos apresentam sintomas que variam desde manchas,
apodrecimento, hipertrofia, hiperplasia, cancros, até a morte do tecido®, podendo infectar
partes vegetativas e reprodutivas da planta, em qualquer estagio de desenvolvimento, durante
o plantio ou pés-colheita. A relagdo microrganismo-planta hospedeira das xantomonas &
tipicamente restrita a uma Gnica ou poucas plantas, a exemplo da Xanthomonas oryzae que
abrange dois patovares, oryzae e oryzicola, ambos infectam arroz™™. Poucos patovares
apresentam uma ampla gama de hospedeiros como Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc), que infecta espécies cultivadas para consumo, ornamentais e silvestres de toda a familia
Brassicaceael®.

O Brasil ¢ um dos paises com maior producdo agricola do mundo. Ele dispde de uma
das cinco maiores areas destinadas a agricultura, cerca de 28 a 32% do territorio nacional™.
Segundo a Organizacao das Na¢6es Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAQO), foram
perdidos ou desperdicados em um ano, 26,3 milhdes de toneladas de alimento, dos quais 10%
ocorreram na época de colheita e 30% durante o transporte e armazenamento da producéo,
devido & ocorréncia de doencas e pragas!.

Os produtos usados para tratamento e controle das doencas causadas por diferentes
espécies de Xanthomonas geralmente consistem em formulacGes a base de cobre e/ou
antibioticos, estes produtos podem ser prejudiciais a saude quando aplicados
inadequadamente®®. Diversas alternativas para controle de fitopatégenos vém sendo
estudadas. Atualmente, ja existem produtos naturais disponiveis no mercado brasileiro,
provenientes do metabolismo secundario de microrganismos e plantast”); entretanto nenhum
deles derivado de chalconas.

As chalconas séo flavonoides de cadeia aberta com grupo carbonil a, B-insaturado,
amplamente estudados devido a sua abundancia na natureza e simplicidade quimica, o que
permite a producdo de derivados complexos em laboratério®l. E bem conhecido que cada
modificacdo inserida na estrutura basica de chalcona proporciona atividades de uso
terapéutico. Dentre as atividades bioldgicas citadas na literatura, pode-se citar acdo
antioxidante, antimicrobiana, anticancer, anti-inflamatrias, antiprotozoaria, entre outras®®’. A
facilidade de manipulacdo somada as diversas atividades bioldgicas caracterizam a chalcona
como uma ferramenta menos toxica, de baixo custo e poderosa contra os varios tipos de
doenca’®. Diante disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana
e antibiofilme de derivados de chalcona produzidos em laboratorio sobre cinco espécies
fitopatogénicas do género Xanthomonas.

4.2. Resultados e Discussao

4.2.1 Screening da atividade antibacteriana

Foram testados 16 derivados de chalcona, sendo 11 classificados como chalcona e
cinco como bis-chalconas. Os testes em xantomonas foram realizados com tratamentos a
concentracdo de 200ug/mL (DMSO 2%) dos derivados chalconas e 200ug/mL de antibidtico
Estreptomicina, concentragdo comumente utilizada para testes de atividade antimicrobiana.

Para trés das cinco cepas de xantomonas testadas, os derivados de chalcona a
200ug/mL que apresentaram o melhor desempenho em valores de porcentagem de inibicéo,
ndo diferiram estatisticamente dos valores do antibidtico Estreptomicina a 200ug/mL.

Para a cepa de X. arboricola pv. melonis, o derivado C6 a 200ug/mL apresentou o
melhor resultado de inibicdo do crescimento com 70,54 + 4,84%, enquanto para a X.
axonopodis pv. manihotis, o derivado C16 apresentou o melhor resultado de inibicdo do
crescimento a 200pg/mL com 74,61 + 4,79%. Esses valores de porcentagem de inibicdo dos
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derivados de chalconas diferem estatisticamente e foram superiores quando comparados com
a porcentagem de inibic¢do do tratamento com antibidtico na mesma concentracéo (Tabela 1).

Tabela 1. Screening da atividade antibacteriana dos derivados de chalcona a 200ug/mL.

X. arboricola  X. axonopodis X. arboricola  X. axonopodis  X.campestris
pv. melonis pv. manihotis pv. pruni pv. vasculorum  pv. campestris
Porcentagem de inibicéo

Estr. 58,28+7,71° 5570+8,68° 5358+21,47*° 7226+329° 62,91+1,93°
Cha. 3,53+2,30° 4517 +1,45° 46,21 +6,02° 22,75+3,67° 3152+1,34°
Cl 0,54 +0,54° 1,42 +1,42° 2,64 +1,40° 40,03 +8,16° 36,67 + 12,58°
C4 30,32+0,62° 34,49+439° 1141+589° 4,41+4,41° 24,07 +1,80°
C5 14,89+347% 1393+3,82° 2425+329  0,43+0,43" 19,48 + 4,33°
C6 7054+484% 4526+582° 5877+1,06% 7154+3892  7273+6,98
C8 9,89+5,68° 1,84 +1,12° 7,99 +4,70° 5,14 + 0,831 12,62 + 6,68°
C10 4,33+244° 7,74 + 5,00° 43,74 +7,02* 6,80+ 3,74° 8,58 + 4,48°
Cll1 5,82+1,34° 20,21 +2,86° 1,02+1,02° 13,46 £ 7,71° 27,60 + 4,64°
C14 0,00+ 0,00° 20,58 +8,33" 39,66 +5,90° 3,00 + 3,00° 26,56 + 4,68°
Cl16 51,74+1,75° 7461+479 6921+6,192 72,03+523% 82,50+ 11,32°
Cl17 16,90+5,08" 5533+557° 5971+839% 6342+255 37,82 +4,66"
C19 0,00+ 0,00° 34,56 +7,44° 4464+1256° 17,90+1,61° 4154 +4,18°
CV o4 6ax 18,60* 24,04* 21.27% 16,97*
(%)

Estr. representa o antibiético Estreptomicina a 200ug/mL, utilizado como controle. Cha. representa a chalcona

sem modificagcdes. *CV coeficiente de variagdo do Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias
seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste. Os testes foram feitos em triplicata e
resultados apresentados em média = erro padréo.

Dentre as bis-chalconas, somente o derivado B1 a 200ug/mL apresentou inibicdo
préxima a 50%, exatamente 50,25 * 5,2%, exclusivamente para X. campestris pv. campestris,
resultado que ndo difere estatisticamente quando comparado com o antibiético na mesma
concentracdo. Mesmo ndo apresentando porcentagem de inibicdo préxima a 50% para as
demais xantomonas, o derivado B1 a 200ug/mL apresentou 41,41 + 1,10% de inibicdo para X.
axonopodis pv. manihotis e 40,99 + 0,80% de inibi¢do para X. arboricola pv. pruni. Pode-se
observar também que o derivado B5 a 200ug/mL apresenta 41,84 + 10,75 para X. campestris
pv. campestris. Esses resultados ndo diferem estatisticamente do antibiético Estreptomicina
usado como controle. (Tabela 2).

Tabela 2. Screening da atividade antibacteriana dos derivados de bis-chalcona a 200ug/mL.

X. arboricola | X. axonopodis | X. arboricola | X. axonopodis | X.campestris
pv. melonis pv. manihotis pv. pruni pv. vasculorum | pv. campestris
Porcentagem de inibicéo

Estr. 58,28 +7,71* 5570+8,68° 5358+2147° 7226+329% 62,91+1,93°
Bl 1565+3,89° 41,41+1,10° 4099+080"° 2551+10,64° 50,25+5,29°
B2 0,00+0,00° 226+226°  2687+12,38" 3191+10,31" 7,36+4,18"
B3 792+572°  2481+655° 19,73+7,02"° 9,71+258°  3,30+0,81"
B5 11,65+6,69° 1593+4,66° 2567 +330° 6,62+ 247° 41,84 + 10,75
B6 2,29 +2,29° 8,11+1,01° 14,95 +3,70° 7,60 +5,24° 6,08 + 3,20°
Cv 37,75* 18,69* 30,76* 28,49* 20,11*
(%)

Estr. representa o antibiotico Estreptomicina a 200ug/mL, utilizado como controle. *CV coeficiente de
variacdo do Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste utilizado. Os testes foram feitos em triplicata e resultados apresentados em média +
erro padro.
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Ja foi observada que a atividade bioldgica dos derivados de chalcona esta relacionada
as modificaces na molécula®*Y. No caso do derivado C6, houve a incorporacéo de um
nafitaleno (Figura 3) a molécula de chalcona, enquanto que do derivado C16, ha duas
metilagBes no anel aromatico A (Figura 3). E possivel observar que compostos com grupos
Metil e Nafitil, os quais permitem liberacdo de elétrons, exibem melhor atividade
antibacterianal®. E importante ressaltar que o derivado Bl apresenta menor grau de
complexidade e foi o Unico que apresentou atividade antibacteriana, ainda que inferior a
alguns derivados de chalcona, diferentemente do desempenho do bis-chalconas encontrada na
literatura: estudos mostram que em bis-chalconas com atomos de cloro e/ou fluor em sua
composi¢do apresentam maior atividade citotoxica contra a linhagem de células testada em
comparacdo com outros compostos™ sem essas modificacées, que é o caso das bis-chalconas
do presente trabalho. Isso pode estar relacionado a quantidade de hidrogénios presente na
cadeia, quanto mais hidrogénios menor a liposolubilidade, o que atrapalha na passagem
desses compostos pela membrana das célulast.

4.2.2 Concentragdo Minima Inibitoria (CIM)

Foram selecionados para o experimento da concentragdo minima inibitéria (CIM) os
derivados C6 e C16 por apresentarem porcentagem de inibicdo superior a 50% em todas as
cepas de xantomonas testadas, e foi selecionada a bis-chalcona B1 por ter apresentado o
melhor desempenho entre as bis-chalconas para comparativo em relagéo as chalconas simples.

O derivado C6 foi o unico que apresentou inibicdo de 100% na concentracdo de
2000upg/mL, somente para a cepa de X. campestris pv. campestris. Ndo foi possivel
estabelecer a CIM dos derivados C16 e B1 dentro das concentracdes testadas para nenhuma
das xanthomonas. Entretanto a concentracdo necessaria para reduzir em 50% a populagéo de
bactérias (ICsp) foi calculada a partir do grafico de dose dependéncia de cada composto,
produzidos com as concentragdes 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5ug/mL. E possivel
observar que para a X. arboricola pv. melonis a ICsy do derivado C6 foi semelhante a I1Cs do
antibidtico (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo minima inibitdria e 1Cso em pg/mL dos derivados de chalconas com
melhor desempenho no screening de atividade antibacteriana (C6, C16 e B1).

X. arboricola | X. axonopodis | X. arboricola | X. axonopodis | X.campestris
pv. melonis pv. manihotis pv. pruni pv. vasculorum | pv. campestris
Concentracdo Minima Inibitoria / 1Cs

C6 <2000 163,0 <2000 257,6 <2000 402,6 <2000 546,5 2000 280,0
Cl16 <2000 3412 <2000 5011 <2000 3730 <2000 280,5 <2000 400,6
Bl <2000 ~7426 <2000 ~3429 <2000 ~3426 <2000 ~4022 <2000 ~2118
Estr 1000 171,58 1000 179,53 1000 186,64 1000 138,39 1000 158,96

Estr. representa o antibi6tico Estreptomicina utilizado como controle. Os testes foram feitos em triplicata,
valores de ICs obtidos através de regressdo ndo linear da porcentagem de inibigdo por log da concentragao.

4.2.3 Screening da atividade antibiofilme

Assim como para atividade antibacteriana, foram testados 16 derivados de chalcona,
sendo 11 derivados diretos de chalcona e cinco derivados de bis-chalconas, entretanto
utilizando somente a Xcc, pois é caracterizada como maior produtora de goma xantana,
principal componente do biofilme!™?. Nenhum dos derivados testados apresentou inibicio da
formacéo do biofilme superior a 50% na concentragdo de 200ug/mL. O derivado C16, apesar
do bom desempenho na atividade antibacteriana, ndo apresentou alteragdes no biofilme, sendo
0 £ 0,0% a porcentagem de inibicdo (Figura 1.A). Em contrapartida, o derivado C10, por
exemplo, inibiu cerca de 40% a formacdo do biofilme e teve efeito de 8,5 % na inibicdo do
crescimento bacteriano. Esse comportamento reforca a ideia de que fatores que influenciam a
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viabilidade celular podem ndo influenciar a formacdo do biofilme, como o contrério. Isso
ocorre pois esses sistemas possuem regulacdo génica independente e sdo estimulados por
fatores diferentes™. Ao contrario do fendmeno observado das chalconas, entre as bis-
chalconas, podemos observar um desempenho semelhante do derivado B1, tanto na inibicao
do biofilme como na inibigdo do crescimento bacteriano (Figura 1.B).
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Figura 1. Screening da atividade antibiofilme dos derivados de chalcona(A) e bis-
chalconas(B) a 200ug/mL em Xanthomonas campestris pv. campestris. As colunas seguidas
de mesma letra, no grafico, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. CV(%), respectivamente, 29,29 e 30,18. Os testes foram feitos em triplicata.

4.2.4 Ensaio de avaliacdo da integridade de membrana celular

Devido ao derivado C6 ter sido o Unico capaz de reduzir a 100% o crescimento
bacteriano da Xanthomonas campestris pv. campestris, esse derivado foi utilizado para o
ensaio da avaliacdo da integridade de membrana, sendo 2000pg/mL a concentragdo minima
inibitéria. Com isso, foram utilizados 2x CIM, 1x CIM, 1/2x CIM, 1/4x CIM e 1/8x CIM, que
correspondem as concentragfes de 4000, 2000, 1000, 500 e 250ug/mL. O experimento foi
realizado em quatro tempos de exposicao (3, 6, 14 e 24h).

N&do foi possivel observar danos na membrana nos tempos 3 e 6h para as
concentracOes de 1/4x e 1/8x CIM. Pode-se observar o aumento da florescéncia do lodeto de
Propidio, que significa maiores danos a membrana com o aumento da dose de C6 nos tempos
de 3, 6 e 14h (Figura 2.A). Contudo, 0 comportamento muda quando analisado somente o
tempo de 24h, as doses mais baixas apresentam porcentagem de fluorescéncia que indicam
danos na membrana semelhante entre si, enquanto que a maior dose testada, 2x CIM
(4000ug/mL), apresenta florescéncia semelhante ao controle tarado com aquecimento em
banho-maria (Figura 2.B). Os controles tratados somente com DMSO, na auséncia de
chalcona, ndo apresentam diferencga do controle n&o tratado.

O lodeto de Propidio é um fluorofito que se liga ao DNA de fita dupla, provocando
aumento da fluorescéncia. Entretanto, esse composto ndo possui transporte ativo e néo
consegue atravessar uma membrana celular saudavel. Por isso, o aumento da florescéncia
permite presumir que houve danos & membrana o suficiente para expor o DNAM. Sendo
assim, com a possivel quantificacdo das células ndo-viaveis a partir desse metodo, pode-se
observar que cerca de 100% das células ndo estdo saudéveis na concentragdo de 2xCIM
(4000ug/mL) em 24h de incubacdo da Xcc com o derivado C6.
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Figura 2. Avaliacdo da integridade da membrana celular de Xanthomonas campestris pv.
campestris tratada com o derivado de chalcona C6 (2x, 1x, 1/2x, 1/4x e 1/8x CIM; CIM =
2000ug/mL), exposta por tempos (3, 6, 14 e 24h), utilizando lodeto de Propidio como
marcador de integridade. Os testes foram feitos em triplicata e os resultados submetidos a
regressdo ndo linear da porcentagem de florescéncia por log da concentracéo.

4.3. Conclusoes

Entre os 16 derivados de chalcona testados, os derivados de chalcona B1, C6, C16 e
C17 foram capazes provocar inibigdo no crescimento bacteriano das xantomonas superior a
50% na concentracdo de 200 pg/mL. Néo foi possivel observar a mesma acao nos derivados
testados com relacdo a inibicdo da producdo de biofilme.

Quando comparado as ICsp, o derivado de chalcona C6 apresentou melhor atividade
antimicrobiana sobre trés (X. campestris pv. melonis, X. campestris pv. campestris e X.
axonopodis pv. manihotis) das cinco espécies de Xanthomonas avaliadas, enquanto que o
derivado de chalcona C16 apresentou melhor atividade antimicrobiana sobre as outras duas
(X. arboricola pv. pruni e X. axonopodis pv. vasculorum) das cinco espécies.

Para a Xanthomonas campestris pv. campestris, 0 derivado C6 apresentou 100% de
eficiéncia na inibicdo do crescimento na concentracao 2000ug/mL (CIM). Esse desempenho
pode ser atribuido a perda de viabilidade celular causada por danos na membrana
citoplasmatica, ja que podemos observar alteracfes na florescéncia do lodeto de Propidio das
celulas.

4.4. Sessao Experimental

4.4.1 Obtencéo dos derivados de chalcona

Os derivados de chalcona (Figura 3) e bis-chalcona (Figura 4) foram sintetizados por
condensacao aldélica (condensacdo de Claisen-Schmidt), identificados e caracterizados como
descrito em Souza™*Y no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe. Para
as analises das atividades biolégicas. Os derivados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) 100%.
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Figura 3. Estrutura molecular e nomenclatura dos derivados de chalcona utilizados para os
testes antimicrobianos.
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Figura 4. Estrutura molecular e nomenclatura das bis-chalconas utilizados para os testes
antimicrobianos.

4.4.2 Condicdes de crescimento dos microrganismos

Os cinco isolados de Xanthomonas (Tabela 4) foram adquiridos da colegéo de culturas
de fitobactérias do Instituto Bioldgico (Sdo Paulo, Brasil). As bactérias foram cultivadas a
30°C + 2° em meio de cultura NYG (0,3% extrato de levedura; 0,5%peptona bacterioldgica;
2% de glicerol) sob agitacao orbital (150 rpm).

Tabela 4. Isolados de Xanthomonas adquiridos da colecdo de culturas de fitobactérias do
Instituto Bioldgico (Séo Paulo, Brasil).

N° isolado Identificacao Hospedeiro alvo
68 Xanthomonas campestris pv. melonis meldo
CA-110 Xanthomonas campestris pv. campestris cruciferas
1182 Xanthomonas axonopodis pv. manihotis mandioca
1948 Xanthomonas arboricola pv. pruni ameixa, péssego
1970 Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum  cana-de-agucar, milho

4.4.3 Screening da atividade antibacteriana

Para os testes iniciais de atividade antimicrobiana foram utilizadas placas de 24 pocos
estéril (KASVI®), onde foram pipetados 500uL das chalconas 200ug/mL (DMSO 2%) total
no poco. Em seguida, foram adicionados 500uL de um inoculo padronizado de cultura de
células dos fitopatdgenos-alvo com densidade dptica (D.0.) medida em espectrofotbmetro a
600nm em aproximadamente 0,6. Posteriormente, as placas foram incubadas a 30°C + 2, por
24hrs em agitacdo orbital 150rpm. Apds incubagdo, uma aliquota 200uL das amostras foi
transferida para placas de 96 pogos estéril (KASVI®) e medida absorbancia em
espectrofotdbmetro a 600nm para analise do crescimento. Como controles experimentais,
foram utilizados o antibio6tico Estreptomicina na concentracdo 200ug/mL e o fitopatdgeno ndo
tratado. Os dados foram expressos em porcentagem de inibicdo (% inb), relativizados
segundo a seguinte formula:



21

% inb = Ncont7.“ + 100

onde, Ntrat. corresponde a média das absorvancias de crescimento das bactérias tratadas com
os derivados das chalconas, Ncontr. corresponde a média das absorvancia do crescimento do
controle (bactérias ndo tratadas). Os testes foram feitos em triplicata, os resultados foram
submetidos ao Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e apresentados em média * erro
padrao.

4.4.4 Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) e 1Csg

Para determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CIM) foram selecionados 0s
derivados de chalcona com melhor desempenho no screening, responsavel por maior
porcentagem de inibicdo. Foi utilizado o método de diluigdes seriadas, em microplacas de 24
pocos estéril (KASVI®), pela pipetagem de 500uL da solugcdo dos derivados de chalcona com
concentracfes variando de 2000 (DMSO 2%), 1000, 500, 250, 125 e 62,5ug/mL, totais no
po¢o. Em seguida, os pogos foram inoculados as placas incubadas e as amostras analisadas
como descrito anteriormente no item 3. Os testes foram feitos em triplicata e os valores de
ICso obtidos através da submissdo a regressdo ndo linear dos valores médios das porcentagens
de inibicdo do crescimento por log da concentracéo.

4.4.5 Screening da atividade antibiofilme

Para os testes de atividade antibiofilme foi utilizada Xanthomonas CA-110. Em placas
de 24 pocos estéril (KASVI®) foram pipetados 500uL dos derivados de chalcona 200ug/mL
(DMSO 2%). Em seguida, foram adicionados 500uL de um indculo padronizado de cultura de
células dos fitopatdgenos-alvo com densidade dptica (D.0.) medida em espectrofotbmetro a
600nm em aproximadamente 0,6. Posteriormente, as placas foram incubadas a 30°C * 2, por
24hrs sem agitacdo orbital. Ap6s incubacdo, as placas foram centrifugadas a 3700rpm por
5min, em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionado 1mL de metanol e incubado a 4°C
por 15 minutos. Subsequentemente, foi retirado o metanol, a placa foi seca a temperatura
ambiente e adicionado 1mL de cristal violeta (CV) 0,1% por 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, o CV foi retirado, a placa foi lavada com agua destilada para retirar
0 excesso do cristal. O CV aderido ao biofilme foi solubilizado em DMSO 100%, uma
aliquota de 200uL foi transferida para placas de 96 pocos e analisada a absorbancia em
espectrofotdbmetro a 595nm. Como controle experimental foi utilizado o fitopatdgeno nédo
tratado. Os dados foram expressos em porcentagem de inibicdo como descrito anteriormente
no item 3. Os testes foram feitos em triplicata, os resultados foram submetidos ao Teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade e apresentados em média * erro padrao.

4.4.6 Ensaio de avaliacdo da integridade de membrana celular

Para andlise da integridade da membrana celular foi utilizada a Xanthomonas CA-110
(Xcc). Em placas de 24 pogos estéril (KASVI®) foram pipetados 500uL de uma diluicdo
referente a 2x, 1x, 1/2x, 1/4x e 1/8x a concentragdo minima inibitéria do derivado da
chalcona com melhor desempenho no teste de CIM, responsavel por porcentagem de inibicao
superior a 85%, e inoculados com 500uL de cultura de células de CA-110. As placas foram
incubadas por 3, 6, 14 e 24horas. Apos incubacdo, as amostras foram centrifugadas, lavadas
com tampdo fosfato-salino (8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCI, 1,44 g/L de Na;HPO, e 0,24 g/L
de KH,PO,4 pH 7.4) e incubadas com lodeto de Propidio (IP 3mM) a 30°C por 15 minutos no
escuro. Como controles experimentais foram utilizados o fitopatdgeno ndo tratado e o
fitopatdgeno com tratamento térmico (banho-maria a 100°C por 15 minutos). Em seguida,
uma aliquota de 200uL foi transferida para placas de 96 pocos estéril (KASVI®) e analisada a
florescéncia em espectrofotobmetro a 488/645nm (excitacdo/emissdo). Os dados foram
expressos em porcentagem de perda da integridade, expressa em florescéncia (% f1.) e
relativizados segundo a formula:
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% fl.= Ntrat. £ 100
Ncontr.
onde, Ntrat. corresponde & média de florescéncia do tratamento, Ncontr. corresponde a
média de florescéncia do controle com tratamento térmico. Os testes forem feitos em triplicata
e os resultados foram submetidos a regressdao ndo linear dos valores médios das porcentagens
de fluorescéncia por log da concentragéo.

4.4.7 Anélises estatisticas

Todos os experimentos foram feitos em triplicata repetidos em trés experimentos
independentes em dias diferentes e plotados como média + EP (erro padrdo). Os dados de
dose-dependéncia foram submetidos ao teste de regressdo no software GraphPadPrism (ver. 7,
CA, San Diego, USA, 2012) e os dados dos screening foram submetidos ao teste de média
Scott-Knott a 5% de probabilidade no software (ver. 5.6, DEX-UFLA, 2015), com coeficiente
de variacdo (CV %) transformados pela formula:

CV (%) =+Y + 1.0 — SQRT(Y + 1.0).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Do ponto de vista tecnoldgico e econémico, o presente estudo apontou um derivado
promissor, 0 C6((E)-1-fenil-3-a naftilprop-2-en-1-ona), passo inicial e essencial para futura
producdo e comercializacdo de um produto natural de uso agricola a base de chalconas. Para
tanto, se faz necessario estudos futuros com essa molécula, tanto em outros organismos, como
avaliacdo da melhor forma de aplicagéo nas plantas infectadas.

Do ponto de vista ambiental, o presente estudo apontou um produto natural derivado
de plantas como potencial agdo antibacteriana, que favorece o uso de recursos naturais
renovaveis, de facil producdo, derivado de plantas. Com isso, sera possivel reduzir,
futuramente, os residuos de agrotéxicos que sdo prejudiciais aos seres vivos e ao meio
ambiente, devido aos quimicos presentes nos alimentos, solo e agua.



